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Zusammenfassung der Publikationspromotion 
Abstract 
Introduction The diagnosis ‘ovarian carcinoma’ often means suffering from severe 
disease with relapsing progress. Biomarkers are needed to separate patients with rather 
poor prognosis from those with longer progression-free (PFS) or overall survival (OS). 
Biomarkers can help to detect patients who could benefit from new therapeutic targets. 
Thus, we examined HER3, CK5/6 and APOBEC3B as biomarkers in patients with ovarian 
carcinoma, most notably in patients with high-grade serous ovarian carcinoma (HGSC), 
which is the most common subtype. 
Methods Formalin-fixed, paraffin-embedded tissue samples from patients with ovarian 
carcinoma were used. HER3, CK5/6 and APOBEC3B were examined by 
immunohistochemistry. Additionally, HER3 and APOBEC3B were determined by 
quantitative real-time PCR. Based on a potential biologically relevant relationship, 
biomarker expression was combined with markers determined previously such as HER2, 
estrogen receptor (ER-α) and tumor-infiltrating lymphocytes (TILs). Expression data were 
correlated with clinicopathological and survival data.  
Results All biomarkers were differently expressed in ovarian carcinoma. HER3-mRNA 
levels were significantly higher in ovarian clear cell carcinoma (CCC) compared to those 
in HGSC (P<0.0001). Also, for APOBEC3B highest mRNA-levels were obtained for CCC. 
In HGSC, 60 (28.6%) tumors were nuclear positive and 45 (21.4%) tumors were 
cytoplasmic positive for APOBEC3B. In all other subtypes, cytoplasmic positive staining 
was almost as frequent as negative staining. Nuclear staining occurred more often in 
CCC (60.4%, P<0.0001). 
In HGSC, combined HER3 protein and mRNA expression, survival was the worst for 
patients with completely negative HER3 status for both PFS (P=0.004) and OS (P=0.002). 
CK5/6 expression was not associated with survival. However, the combination of high 
CK5/6 expression with ER-α negativity turned out to be a significant negative prognostic 
marker in OS (P=0.003) and PFS (P<0.001). In case of APOBEC3B, cytoplasmic and 
nuclear staining were evaluated separately. TILs were positively correlated with 
cytoplasmic APOBEC3B (CD3: P=0.017; CD8: P=0.02; PD-1: P=0.014) and with 
APOBEC3B mRNA (CD3: P<0.0001; CD4: P=0.023; CD8: P=0.033; PD-1: P=0.001). 
High levels of APOBEC3B mRNA correlated, however, only when having used a single 
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cutoff point, with prolonged PFS in HGSC in univariate (P=0.043) and multivariate 
analyses (HR 0.55; 95%CI 0.35-0.88; P=0.012).  
Conclusion Biomarker assessment shows diverse expression in histological subtypes of 
ovarian carcinoma with differing correlation in high-grade serous ovarian carcinoma. 
Interactions with other markers such as TILs or ER-α underline the potential biological 
role of these molecules (APOBEC3B in the immune system) or point out still not described 




Einleitung Die Diagnose ‚Ovarialkarzinom‘ ist oftmals mit einer schweren Erkrankung 
und rezidivierendem Verlauf verbunden. Biomarker sind notwendig, um Patientinnen mit 
schlechter Prognose von solchen mit eher langem progressionsfreien (PFS)- oder 
Gesamtüberleben (OS) zu unterscheiden. Biomarker können helfen Patientinnen zu 
identifizieren, die von neuen therapeutischen Ansätzen profitieren können. Deshalb 
haben wir HER3, CK5/6 und APOBEC3B als Biomarker in verschiedenen histologischen 
Ovarialkarzinomsubtypen, vor allem im high-grade serösen Karzinom (HGSC), dem 
häufigsten Subtyp, untersucht. 
Methodik Mittels Immunhistochemie wurde die Expression von HER3, CK5/6 und 
APOBEC3B im Gewebe von Patientinnen mit Ovarialkarzinom untersucht. Der Nachweis 
von HER3 und APOBEC3B auf mRNA-Ebene wurde mittels quantitativer real-time PCR 
durchgeführt. Basierend auf einer möglichen biologischen Relevanz wurden die 
Biomarker mit zuvor bestimmten Markern, wie HER2, dem Östrogenrezeptor (ER-α) und 
den Tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TILs) kombiniert. Die Daten wurden mit 
klinischen Parametern und dem Überleben korreliert. 
Ergebnisse Die Biomarker waren im Ovarialkarzinom unterschiedlich exprimiert. Im 
klarzelligen Karzinom (CCC) lagen die HER3 mRNA-Level verglichen mit denen im 
HGSC signifikant höher (P<0,0001). Auch für APOBEC3B zeigten sich im CCC die 
höchsten mRNA-Level. Im HGSC waren 60 (28,6%) Tumoren nukleär positiv und 45 
(21,4%) Tumoren cytoplasmatisch positiv für APOBEC3B. In allen anderen Subtypen 
waren die cytoplasmatische und nukleäre Färbung nahezu gleich verteilt. Eine Färbung 
der Nuclei war im CCC häufiger (60,4%, P<0,0001). 
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Die Kombination der HER3 Protein und mRNA Expression zeigte das schlechteste 
Überleben für Patientinnen mit komplett negativen HER3 Status hinsichtlich PFS 
(P=0,004) und OS (P=0,002). Die Expression von CK5/6 war nicht mit dem Überleben 
assoziiert. Jedoch zeigte die Kombination von stark positivem CK5/6 mit ER-α Negativität 
einen signifikant negativen prognostischen Effekt auf das OS (P=0,003) und PFS 
(P<0,001). APOBEC3B zeigte sowohl eine nukleäre als auch eine zytoplasmatische 
Färbung. Die TILs korrelierten positiv mit der Expression von APOBEC3B im Zytoplasma 
(CD3: P=0,017; CD8: P=0,02; PD-1: P=0,014) und mit den APOBEC3B mRNA-Levels 
(CD3: P<0,0001; CD4: P=0,023; CD8: P=0,033; PD-1: P=0,001). Hohe APOBEC3B 
mRNA-Level korrelierten zudem mit einem verlängerten PFS im HGSC in univariaten 
(P=0,043) und multivariaten Analysen (HR 0,55; 95%CI 0,35-0,88; P=0,012). 
Zusammenfassung Es zeigt sich eine differentielle Expression der Biomarker in den 
histologischen Subtypen des Ovarialkarzinoms und eine unterschiedliche prognostische 
Bedeutung im high-grade serösen Karzinom. Interaktionen mit anderen Markern wie TILs 
oder dem Östrogenrezeptor unterstreichen die vermutete biologische Rolle der 
entsprechenden Moleküle (APOBEC3B im Immunsystem) oder weisen auf bisher nicht 
beschriebene Funktionen innerhalb der hormonellen Regulation der Ovarialkarzinome 
hin (CK5/6 im Östrogenrezeptor-Signalling). 




Unter den Krebsneuerkrankungen rangiert das Ovarialkarzinom mit 3,2% an 8. Stelle bei 
Frauen, die im Jahr 2014 in Deutschland an einem malignen Tumor erkrankt sind.1 In 
Betrachtung der Krebssterbefälle (5431 im Jahr 2015) wird ersichtlich, dass das 
Ovarialkarzinom nicht zu den häufigsten, wohl aber zu den Tumoren gehört, die durch 
eine eher schlechte Prognose gekennzeichnet sind.1 In Deutschland zählt das 
Ovarialkarzinom zu der fünfttödlichsten Krebserkrankung im weiblichen Geschlecht mit 
einer 5-Jahres-Überlebensrate von 41%, wobei in den USA eine 5-Jahres-
Überlebensrate von 46,7% beschrieben ist.2 
Ovarialtumoren gehen entweder vom Epithelgewebe, vom Keimzellgewebe oder vom 
Stroma aus. Gemäß der überarbeiteten FIGO-Klassifikation von 2014 werden folgende 
Ovarialkarzinome unterschieden: high-grade seröse (HGSC), low-grade seröse (LGSC), 
endometrioide (EC), klarzellige (CCC) und muzinöse (MC) Karzinome.3 Diese Subtypen 
sind durch ihre jeweilige Histologie, aber auch durch eine differenzielle Expression 
verschiedener Biomarker4, sowie durch eine differenzielle Karzinogenese mit 
unterschiedlichen Mutationsspektren5 charakterisiert. Mit 68,1% am Häufigsten 
diagnostiziert wird das HGSC6, wobei dieses mit einer im Vergleich schlechten Prognose 
und einer, auf molekularer Ebene, Ähnlichkeit zum triple-negativen Mammakarzinom 
(TNBC) verbunden ist. Gemeinsam ist diesen beiden, prognostisch ungünstigen 
Tumoren eine Häufung von Mutationen in den Genen der Tumorsuppressoren tp53 und 
BRCA.5 
Die Therapie besteht für die Mehrheit der Patientinnen leitliniengerecht aus Operation 
mittels Längslaparotomie mit beidseitiger Adnexexstirpation, Hysterektomie, 
Omentektomie, pelviner und paraaortaler Lymphnodektomie und ggf. Entfernung 
weiterer, befallener Organe und adjuvanter Chemotherapie mittels 6 Zyklen Carboplatin 
und Paclitaxel. Bei fortgeschrittenem Ovarialkarzinom kann eine Therapie mittels 
Bevacizumab, einem monoklonalen anti-VEGF-Antikörper, der die Angiogenese inhibiert, 
parallel zur adjuvanten Chemotherapie und darüber hinaus als Erhaltungstherapie für 12 
bis 15 Monate empfohlen werden.7 Es stehen zahlreiche weitere Chemotherapeutika zur 
Verfügung, auch als Ausdruck dafür, dass bisher immer wieder Patientinnen nur wenig, 
beziehungsweise nicht anhaltend von bisherigen Therapiekonzepten profitieren und 
Rezidive erleiden. Außerdem erweitert sich das therapeutische Spektrum zunehmend, 
sodass neben klassischen Chemotherapeutika weitere Substanzen, wie antihormonelle 
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Medikamente8,9, selektive Antikörper10,11 oder mit dem körpereigenen Immunsystem 
interagierende Therapien12 in Studien erprobt werden. Dieses vielfältige Angebot 
erfordert eine gründliche Selektion von Patientinnen, die von zielgerichteten Therapien 
profitieren können, weshalb der Entwicklung von Biomarkern eine wachsende Bedeutung 
in der Tumordiagnostik und Tumorbehandlung zukommt. Biomarker dienen dabei nicht 
nur dazu, mithilfe der Charakterisierung des individuellen Tumors, den therapeutischen 
Entscheidungsprozess zu unterstützen. In erster Linie ermöglicht die Expression eines 
Biomarkers oder die Kombination verschiedener Marker, eine eindeutige Diagnose zu 
stellen und eine Abgrenzung gegenüber anderen, möglicherweise in Betracht 
kommenden Raumforderungen vorzunehmen und damit eine adäquate Therapie 
einzuleiten. Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Biomarker sollen im Folgenden 
kurz vorgestellt werden. 
Der humane epidermale Wachstumsfaktorrezeptor 3 (HER3) gehört zur Familie der 
epidermalen Wachstumsfaktoren (EGFR). HER3 liegt als membrangebundene 
Tyrosinkinase vor, die mit HER2, einem weiteren Mitglied der EGFR-Familie und 
gleichsam einer Zielstruktur in der Therapie des Mammakarzinoms, dimerisiert und somit 
zur Aktivierung nachfolgender zellulärer Signalwege führt.13 Das HER2/HER3 
Heterodimer führt insbesondere zur Aktivierung des Phosphoinositid-3-kinase 
(PI3K)/AKT Signalwegs, der mit der Hemmung von Apoptose, der Induktion von 
Zellproliferation, Zellmigration und Zelladhäsion14,15 verbunden ist und somit zur 
Tumorentstehung bzw. Tumorproliferation beiträgt. Es hat sich gezeigt, dass HER3 im 
Gewebe von Ovarialkarzinomen überexprimiert wird.16 Innerhalb einer ausgesuchten 
Gruppe von Patientinnen mit fortgeschrittenem und platin-resistentem Ovarialkarzinom 
ist die Expression von HER3 auf mRNA-Ebene zudem von prognostischer Relevanz.17 
Es stellte sich also die Frage, wie sich die Expression von HER3 auf Protein und mRNA-
Ebene im Ovarialkarzinom verhält und ob eine Korrelation mit bisherigen 
Prognoseparametern, mit dem Dimerisierungspartner HER2 oder auch mit dem 
Überleben vorhanden ist. 
Zytokeratine gehören zur Gruppe der Intermediärfilamente und bilden, neben anderen 
Strukturen, das Zytoskelett aus. Verschiedene Zytokeratine sind in verschiedenen 
Geweben unterschiedlich verteilt, so ist z.B. Zytokeratin 5/6 (CK5/6) in mehrschichtigem 
Epithel und in Basalepithelzellen lokalisiert.18,19 Schon heute wird CK5/6 in der 
Differenzialdiagnostik genutzt, um zum Beispiel vom Peritoneum ausgehende 
Mesotheliome (in der Regel positiv für CK5/6) von epithelialen Ovarialtumoren zu 
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unterscheiden.20,21,22 Obwohl high-grade seröse Ovarialkarzinome wohl zumeist ihren 
Ursprung im einschichtigen Tubenepithel haben23 und somit keine Expression von CK5/6 
aufweisen sollten, gibt es Studien24,25,26, die zeigen konnten, dass die Expression von 
CK5/6 im Ovarialkarzinom in einem Bereich von 25%24 bis zu 55,4%26 rangiert. Im 
Mammakarzinom konnte zudem eine Gruppe von sogenannten basal-like Tumoren 
identifiziert werden, die Hormonrezeptor und HER2 negativ und positiv für CK5/6 sind27 
und sich durch eine schlechte Prognose auszeichnen.28 Im Gegensatz zum 
Mammakarzinom, in dem die Bestimmung des Hormonrezeptorstatus essentieller 
Bestandteil der Tumordiagnostik ist, spielt der Hormonrezeptorstatus im Ovarialkarzinom 
keine bedeutende Rolle. Verschiedene Gruppen haben jedoch den Östrogenrezeptor 
ER-α als positiven Prognosefaktor im Ovarialkarzinom identifiziert29,30, sodass sich die 
Frage stellte, wie sich die Expression von CK5/6 in Abhängigkeit vom ER-α Status 
verhält. Außerdem untersuchten wir CK5/6 im HGSC hinsichtlich eines Zusammenhangs 
mit bisher etablierten Prognosefaktoren und dem Überleben.  
APOBEC3B (apolipoprotein B mRNA-editing catalytic polypeptide 3B) ist neben anderen 
Enzymen dieser Familie Teil des Immunsystems.31 In der Abwehr viraler Infektionen 
spielen die APOBEC-Enzyme aufgrund ihrer Eigenschaft als Deaminasen, Cytosin zu 
Uracil zu konvertieren32, eine wichtige Rolle. APOBEC3B selbst ist im Zellkern 
lokalisiert32,33 und für verschiedene Karzinome als Mutationsquelle beschrieben.34,35 In 
Brustkrebsgewebe ist eine Korrelation von APOBEC3B mRNA mit inaktiviertem tp53 
festgestellt worden34, welches ebenfalls eine häufige Mutation bei Patientinnen mit 
Ovarialkarzinom ist.5 Unter den APOBEC-Enzymen ist es einzig APOBEC3B, das in 
Zelllinien des Ovarialkarzinoms hochreguliert ist.36 Andere Studien konnten auch einen 
Zusammenhang zwischen Komponenten des adaptiven Immunsystems, wie 
intratumoralen T-Zellen (CD3+, CD4+, CD8+)37,38, Rezeptoren aktivierter T-Zellen (PD-
1) und deren Liganden (PD-L1)39,40 sowie Zytokinen (IFN-Ƴ)41 und einem verbesserten 
Überleben bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom zeigen. Wir haben uns zum Ziel gesetzt, 
die Expression von APOBEC3B im HGSC auf Protein und mRNA-Ebene auf den 
Zusammenhang mit bisher etablierten Prognoseparametern, dem Überleben und den 
TILs zu untersuchen. 
In den bereits publizierten Studien wurde die Expression von HER342, CK5/643 und 
APOBEC3B44 im Gewebe von Patientinnen mit Ovarialkarzinom untersucht. Die 
Ergebnisse dieser Untersuchungen sollen im Rahmen dieser Arbeit kurz dargestellt und 





Das zu untersuchende Tumormaterial lag in Form von Formalin-fixierten, in Paraffin 
eingebetteten (FFPE) Proben vor. Im Zuge einer ständigen Erweiterung entstand ein 
Kollektiv von Ovarialkarzinomen von insgesamt 805 Fällen, hieraus haben sich die 
unterschiedlichen Kollektive der in dieser Arbeit vorgestellten Studien mit in Tabelle 1 
zusammengefassten Eigenschaften hinsichtlich Alter zum Zeitpunkt der Diagnose, 
histologischer Typisierung und FIGO Gruppe rekrutiert. Die histologische Typisierung 
erfolgte durch Mitarbeiter des Instituts für Pathologie der Charité. Die klinischen Daten 
wurden der Tumor Bank Ovarian Cancer Network (TOC: www.toc-network.de) 
entnommen. 
 
Tabelle1: Klinisch-pathologische Parameter 
 
2.2 Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) 
Für die Durchführung der qRT-PCR wurde mithilfe eines Kits (VERSANT kPCR Molecular 
System: Siemens Healthcare, Erlangen, Deutschland) und dazugehöriger Reagenzien 
robotergesteuert RNA aus vorliegenden FFPE-Proben extrahiert. Bis zur weiteren 
Verwendung wurden die RNA Proben bei -80°C gelagert. 
Zu Beginn wurde der Arbeitsplatz mit RNAse freier DNAse desinfiziert. Zur 
Quantifizierung der PCR-Produkte wurden TaqMan-Sonden verwendet, die einem 
Mastermix (SuperScript III Platinum One-Step Quantitative RT-PCR System with ROX, 
Invitrogen, Forest City, CA, USA) hinzugefügt wurden. Ein weiterer Mix aus Primer- und 
Sondensequenzen des Referenzgens (RPL37A: Eurogentec, Seraing, Belgien und 
HER3 (n=456) % CK5/6 (n=215) % APOBEC3B (n=482) %
Alter (Jahren)
≤60 229 50,2 108 50,2 249 51,7
>60 227 49,8 107 49,8 233 48,3
Histologscher Subtyp (Primarius/Rezidiv)
high-grade serös 320 (319/1) 70,2 215 100 304 (303/1) 63,1
low-grade serös 55 (44/11) 12,1 - - 61 (58/3) 12,6
endometrioid 33 (32/1) 7,2 - - 62 (61/1) 12,9
klarzellig 48 (46/2) 10,5 - - 55 (53/2) 11,4
FIGO Gruppe
I 71 15,6 16 7,4 92 19,2
II 27 5,9 13 6,1 28 5,9
III 294 64,5 161 74,9 294 61,5
IV 64 14 25 11,6 64 13,4




Microsynth, Balgach, Schweiz) und der untersuchten Zielgene (HER3: TIB Molbiol, 
Berlin, Deutschland; APOBEC3B: TIB Molbiol, Berlin, Deutschland) wurde hergestellt.  
Sowohl der Mastermix als auch der Primer-/Sondenmix wurden in 384-Well-Platten 
pipettiert. Jede Probe wurde als Dreifachbestimmung durchgeführt inklusive einer 
Negativ- und einer Positivkontrolle (Clontech Laboratories, Saint-Germain-en-Laye, 
Frankreich) pro Platte. Nach Zentrifugation der Platten und reverser Transkription von 
mRNA zu cDNA wurde die qRT-PCR mithilfe der ViiATM 7 real-time PCR device (Life 
Technologies, Darmstadt, Deutschland) durchgeführt. Die Ergebnisse wurden in der 
zugehörigen ViiATM 7 Software (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) exportiert. Es 
wurden ausschließlich die Proben der Platten ausgewertet, die in der Negativkontrolle 
keine Replikation zeigten. Ein Mittelwert aus den dreifach bestimmten Proben wurde 
berechnet, wobei die Standardabweichung hierbei nicht größer als 1 sein durfte. Ab 
einem bestimmten Schwellenwert, dem CT-Wert, zeigt sich eine exponentielle Zunahme 
der replizierten DNA. Ein geringer CT-Wert entspricht somit einer schnellen Replikation 
aufgrund einer größeren Menge an mRNA in der untersuchten Probe. Die relative 
Genexpression berechnet sich mithilfe folgender Formel: 20 – (CT [Zielgen] – CT 




Aus den FFPE-Proben der Tumoren wurden Gewebezylinder gestanzt und zu Tissue 
Microarrays (TMA) zusammengestellt, welche im Folgenden immunhistochemisch 
untersucht wurden. Alle TMA Schnitte wurden zunächst mittels Xylol entparaffiniert und 
zur Rehydrierung einer absteigenden Alkoholreihe und destilliertem Wasser unterzogen. 
Im Falle von HER3 wurden die TMA’s in einem mit Tris/EDTA-Puffer (pH = 9) gefüllten 
Druckkochtopf gekocht und anschließend mit einer Peroxidase-blockierenden Lösung 
(Dako, Glostrup, Dänemark) für 15 Minuten inkubiert. Nach dem Auftragen des primären 
Antikörpers (HER3/ErbB3, D22C5, monoklonaler Kaninchen-Antikörper, Cell Signaling 
Technology, Inc., Danvers, MA, USA) in einer Verdünnung von 1:250 verblieben die 
TMA’s eine Stunde in einer Feuchtkammer. Zur Visualisierung der Antigen-Antikörper-
Reaktion wurde nach der Streptavidin/Biotin-Methode verfahren. Die Reaktion von 
sekundärem Antikörper und 3,3’-Diaminobenzidin Peroxid Substrat (DAB+) als 
Chromogen wurde nach drei Minuten gestoppt. Die CK5/6 Färbung erfolgte 
halbautomatisch mithilfe der BenchMark XT (Ventana Medical Systems, Inc., Tuscon, AZ, 
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USA) und dazugehöriger Reagenzien. Nach automatisch durchgeführten Waschschritten 
wurde der CK5/6 Antikörper (EP24/EP67, polyklonaler Kaninchen-Antikörper, Epitomics, 
Inc., Burlingame, CA, USA) manuell in einer Verdünnung von 1:100 auf die TMA’s 
pipettiert. Anschließend erfolgte das Auftragen sekundärer Antikörper und die 
Visualisierung der Antigen-Antikörper-Reaktion durch DAB+ Chromogen automatisch. 
Die Detektion von APOBEC3B erfolgte ebenfalls mithilfe der oben genannten BenchMark 
XT. Der verwendete primäre APOBEC3B-Antikörper (ab191695, polyklonaler Kaninchen-
Antikörper, Abcam, Cambridge, UK) wurde in einer Verdünnung von 1:200 manuell 
pipettiert, während alle anderen Schritte automatisch erfolgten. Alle TMA’s wurden zum 
Schluss mit Hämatoxylin gegengefärbt. Die gefärbten Schnitte wurden eingescannt und 
mit der VM Slide Explorer 2.2 Software (VMscope GmbH, Berlin, Germany) hinsichtlich 
Intensität (0 = negativ, 1 = schwach, 2 = moderat, 3 = stark) und prozentualer Anzahl der 
gefärbten Tumorzellen (0 = 0%, 1 ≤ 10%, 2 = 11-50%, 3 = 51-80%, 4 = 81-100%) 
ausgewertet. Ein Immunoreaktivitätsscore (IRS) wurde mittels folgender Formel 
berechnet: IRS = Intensität der Färbung x prozentualer Anteil der gefärbten Tumorzellen 
und zeigte dementsprechend Werte zwischen 0 und 12. 
 
2.4 Statistische Analysen 
Die statistische Auswertung der erhobenen Daten wurde mit IBM SPSS Statistics (23. 
Version, IBM, Armonk, NY, USA) durchgeführt. Für die Korrelation kontinuierlicher Daten 
wurde der Spearman’s-Test verwendet. Für die Korrelation kategorialer mit 
kontinuierlichen Variablen wurden je nach Indikation der Chi²-Test oder der Fisher’s 
Exact-Test genutzt. Klinische Parameter wurden mit den Protein- und mRNA-Daten 
mithilfe nicht parametrischer Tests, dem Mann-Whitney-U-Test und dem Kruskal-Wallis-
Test, korreliert. Die Kaplan-Meier Methode wurde angewendet, um den Einfluss der 
evaluierten Biomarker auf das Überleben der Patientinnen zu untersuchen. Für die 
Überlebensanalysen wurden ausschließlich Daten des HGSC-Kollektivs aufgrund der 
belastbaren Fallzahl und der vorhandenen Überlebensdaten herangezogen. Mit Hilfe des 
Cutoff Finders (http://molpath.charite.de/cutoff/)45 wurde der optimale Cut-Off für 
ermittelte mRNA-Daten bestimmt. Außerdem wurde mithilfe des Cox-Regressions-
Modells überprüft, inwieweit der prognostische Wert der Biomarker unabhängig von 
bisher etablierten Prognosefaktoren einzuschätzen ist. Die Ergebnisse wurden gemäß 






Die Werte der HER3 mRNA-Expression reichten im untersuchten Kollektiv der 
Ovarialkarzinome von 6,67 bis 16,61. Es zeigte sich keine Korrelation der HER3 mRNA-
Daten mit sowohl klinisch-pathologisch etablierten Prognoseparametern, wie dem Alter 
zum Zeitpunkt der Diagnose, dem FIGO Stadium oder dem Resttumor nach Operation 
(P>0,05) als auch nicht mit der HER2 Proteinexpression (Spearman’s-Test, r=0,089, 
P=0,459). Im CCC waren die HER3 mRNA-Level signifikant höher, als im HGSC und EC 
(Kruskal-Wallis-Test, P<0,0001). 
Zur Durchführung der Überlebensanalysen wurden die HER3 mRNA-Daten mithilfe des 
Cutoff Finders gruppiert: in HER3 negative Tumoren bei einem Wert von kleiner gleich 
11,47 und in HER3 positive Tumoren mit Werten größer als 11,47. 
HER3 wies im Ovarialkarzinom eine vorwiegend zytoplasmatische Färbung auf. Eine in 
einigen Fällen beobachtete Anreicherung von HER3 an der Zellmembran zeigte sich nicht 
ausreichend genug ausgeprägt, sodass auf eine getrennte Evaluation hinsichtlich der 
Kompartimente Zellplasma und Zellmembran verzichtet wurde. Um Tumoren mit 
niedriger, biologisch vermutlich nicht signifikanter HER3 Expression von solchen mit 
hoher HER3 Expression zu unterscheiden, wurden Tumoren mit IRS Werten von 0-2 
(n=181, 52,9%) als negativ definiert und solche mit IRS Werten von 3-12 (n=161, 47,1%) 
als positiv. Im HGSC waren die Karzinomzellen mehrheitlich HER3 negativ. Im HGSC 
zeigte sich keine Korrelation der HER3 Proteinexpression mit den HER3 mRNA-Daten. 
Es zeigte sich zudem keine Korrelation der HER3 Proteinexpression mit zuvor genannten 
klinisch-pathologisch etablierten Prognoseparametern (P>0,05) als auch nicht mit der 
HER2 Proteinexpression (Spearman’s-Test, r=0,066, P=0,581). 
Eine positive Expression von HER3 konnte in einer Minderheit in allen Subtypen des 
Ovarialkarzinoms beobachtet werden. Einzig im CCC zeigte sich die Mehrheit der 
Tumoren positiv für HER3, wobei dieser Unterschied nicht signifikant war (P=0,547). 
Überlebensanalysen nach der Kaplan-Meier Methode wurden mit den Daten jeweils für 
die mRNA- und Proteinexpression getrennt und in deren Kombination miteinander 
durchgeführt. Bezüglich des PFS zeigte sich ein signifikant verzögerter Progress der 
Erkrankung bei Patientinnen mit positivem HER3 mRNA-Status (P<0,008). Während 
Patientinnen mit positivem HER3 mRNA-Status nach 46,72 Monaten ein Rezidiv erlitten, 
war das bei Patinnen mit negativem HER3 mRNA Status bereits nach 26,91 Monaten der 
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Fall. Bezüglich des Gesamtüberlebens ließ sich dieser Unterschied einer prognostisch 
relevanten positiven HER3 mRNA-Expression nur noch als Trend, jedoch ohne 
Signifikanz abbilden (P=0,052). Gleiche Überlebensanalysen wurden mit den Daten zur 
HER3 Proteinexpression durchgeführt; mit vergleichbarer Tendenz einer günstigen 
Prognose bei positiver HER3 Proteinexpression. Weder im PFS (P=0,099) noch im OS 
(P=0,064) zeigte sich dabei aber ein signifikanter Unterschied.  
Zuletzt wurden die Ergebnisse der HER3 mRNA- und Proteinexpression kombiniert. Für 
Patientinnen mit komplett negativem HER3 Status definiert durch die negative 
Expression von HER3 in sowohl der Immunhistochemie als auch der qRT-PCR, konnten 
signifikant schlechtere Überlebensdaten hinsichtlich PFS (P=0,004) und OS (P=0,002) 
ermittelt werden. Das mittlere Gesamtüberleben der Patientinnen mit negativem HER3 
Status war mit 42,75 Monaten nur in etwa halb so lang wie das Überleben der 
Patientinnen mit wenigstens einer positiven HER3 Expression in der IHC oder qRT-PCR. 
In einer durchgeführten multivariaten Cox-Regressionsanalyse zeigte sich der 
kombinierte negative HER3 Status als unabhängiger prognostischer Biomarker für das 
Gesamtüberleben (HR 0,35; 95%CI 0,19-0,64; P=0,001). 
 
3.2 CK5/6 
CK5/6 wurde ausschließlich im HGSC-Kollektiv untersucht, es zeigte sich 
immunhistochemisch eine ausschließlich zytoplasmatische Färbung mit 
unterschiedlichem Verteilungsmuster innerhalb des Zellplasmas. Sichtbar wurden eine 
punktuell verstreute Färbung, eine gleichmäßig diffuse Färbung und in einigen Fällen 
eine streng im Grenzbereich von Tumor zum umliegenden Stroma lokalisierte Färbung. 
Die mit 66,1% meisten Tumoren (n=142) zeigten IRS Werte von 1 bis 9 und damit eine 
Färbung von schwacher bis mittlerer Intensität in einer variierenden Anzahl von 
Tumorzellen. 31,2% der Tumoren (n=67) waren mit einem IRS von 0 negativ für CK5/6, 
wohingegen eine geringe Anzahl von 2,8% der Tumoren (n=6) mit einem IRS von 12 
stark positiv für CK5/6 war.  
Die CK5/6 Proteinexpression korrelierte in durchgeführten Tests nicht mit dem Alter zum 
Zeitpunkt der Diagnose, dem Tumorstatus (pT), dem Nodalstatus (pN), dem FIGO-
Stadium, dem Residualtumor nach Operation oder der durchgeführten Chemotherapie 
(P>0,05). Eine Assoziation bestand zwischen der Expression von CK5/6 und dem 
Östrogenrezeptor ER-α (P=0,087). 
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Weder bei fortlaufenden IRS-Werten noch bei definierten Cut-off Werten für den IRS 
zeigte sich ein signifikanter Unterschied im Überleben (OS: P=0,571 und PFS: P=0,366). 
Auffällig bei Betrachtung der Kaplan-Meier-Kurven war jedoch die ausgeprägte 
Assoziation einer stark positiven CK5/6 Expression mit IRS-Werten von 12 und 
schlechten Überlebensraten.  
In der Gruppe der Tumoren mit stark positiver CK5/6 Proteinexpression waren vier 
Tumoren ER-α positiv während zwei Tumoren ER-α negativ waren. ER-α Positivität war 
in insgesamt zwei Drittel der Fälle gegeben und dadurch definiert, dass sich mindestens 
10% der Tumorzellen anfärben ließen. Schließlich wurden vier Gruppen für die 
Überlebensanalysen gebildet: ER-α positiv + CK5/6 positiv; ER-α negativ + CK5/6 positiv; 
ER- α positiv + CK5/6 negativ und ER-α negativ + CK5/6 negativ. Es zeigte sich ein 
signifikant schlechteres OS (P=0,003) und PFS (P<0,001) für die Patientinnen, deren 
Tumoren negativ für ER-α und stark positiv für CK5/6 waren. Es ist hervorzuheben, dass 
dieser Effekt bei alleinigem ER-α Status für das Gesamtüberleben (P=0,047) nicht so 




Die mRNA-Daten zeigten über alle histologischen Subtypen Werte von 3,670 bis 15,069 
und einen signifikanten Unterschied in ihrer Verteilung (Kruskal-Wallis-Test, P<0,0001) 
mit der niedrigsten Expression im EC (Median 6,97) und der höchsten Expression im 
CCC (Median 9,44). Eine Korrelation zwischen den mRNA-Levels und bisher etablierten 
Prognosefaktoren konnte nicht festgestellt werden. Für die Überlebensanalysen wurde 
mithilfe des Cutoff Finders ein Cut-off von 10,12 bestimmt. Basierend auf diesem Cut-off 
waren 82,1% (n=224) der Tumoren im Kollektiv der HGSC negativ für APOBEC3B. 
Sowohl im Zellkern als auch im Zellplasma zeigte sich die Expression von APOBEC3B, 
wobei die Färbung beider Kompartimente miteinander korrelierte (Spearman’s-Test, 
r=0,264, P<0,0001). APOBEC3B positive Tumoren, definiert bei einem IRS von größer 
als 4, traten im HGSC in 28,6% der Fälle (n=60) für das nukleäre Kompartiment auf und 
in 21,4% der Fälle (n=45) für das Zellplasma. Die nukleäre und zytoplasmatische 
Expression von APOBEC3B auf Proteinebene war in den histologisch definierten 
Subtypen signifikant unterschiedlich verteilt (Chi²-Test, P<0,0001). Im HGSC war die 
Mehrheit der Tumoren nukleär und zytoplasmatisch negativ für APOBEC3B. Für die 
zytoplasmatische Färbung zeigte sich im LGSC, EC und CCC eine annähernde 
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Gleichverteilung hinsichtlich der APOBEC3B-Proteinexpression. Die Mehrheit im LGSC 
und CCC zeigte eine positive Kernfärbung.  
Für die nukleäre Färbung zeigte sich keine Korrelation von APOBEC3B mit bisher 
etablierten Prognosefaktoren, wohingegen die zytoplasmatische Färbung mit dem Alter 
zum Zeitpunkt der Diagnose korrelierte (Mann-Whitney-U-Test, P=0,001). 
In durchgeführten Überlebensanalysen zeigte sich, dass Patientinnen mit negativer 
APOBEC3B mRNA-Expression signifikant eher ein Rezidiv erlitten (P=0,043), 
wohingegen sich dieser Unterschied nicht mehr im Gesamtüberleben zeigte (P=0,494). 
In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse waren die APOBEC3B mRNA-Levels im 
HGSC ein unabhängiger Prognosefaktor für ein verlängertes PFS (HR 0,55; 95% CI 9,35-
0,88; P=0,012). Bezüglich der Ergebnisse der IHC wurden Überlebensanalysen getrennt 
für die nukleäre und zytoplasmatische Färbung durchgeführt. Es zeigte sich lediglich für 
die zytoplasmatische Expression von APOBEC3B eine Tendenz als positiver 
Prognosefaktor für das PFS (P=0,154) und OS (P=0,206), nicht jedoch für die nukleäre 
Expression. Bei Kombination der Daten zeigte sich ein signifikant schlechteres Überleben 
für Patientinnen mit negativem APOBEC3B mRNA-Status und negativer Expression von 
APOBEC3B (zytoplasmatisch und nukleär) mit einem Rezidiv binnen 32,10 Monaten im 
Vergleich zu 52,56 Monaten bei Patientinnen mit positivem APOBEC3B Status 
(P=0,039). 
Zwischen der zytoplasmatischen Expression von APOBEC3B und der Expression der 
TILs zeigte sich im Kollektiv der HGSC eine Korrelation unter Verwendung sowohl 
kontinuierlicher Daten für CD3 (r=0,167, P=0,017), CD8 (r=0,176, P=0,020) und PD-1 
(r=0,172, P=0,014) als auch kategorisierter Daten für CD3 (P=0,004), CD8 (P=0,010), 
PD-1 (P=0,007) und PD-L1 (P=0,003). Bezüglich der nukleären Expression von 
APOBEC3B ließ sich keine Korrelation mit den TILs herstellen. Die APOBEC3B mRNA-
Level korrelierten wiederum mit den folgenden TILs: CD3 (r=0,280, P<0,0001), CD4 
(r=0,186, P=0,023), CD8 (r=0,172, P=0,033) und PD-1 (r=0,244, P=0,001). Im Falle einer 
positiven Expression von APOBEC3B auf mRNA-Ebene zeigten sich ebenso die TILs 
(CD3: P<0,0001, CD4: P=0,046, CD8: P=0,035 und PD-1: P=0,014) positiv exprimiert. 
Der APOBEC3B mRNA-Status zeigte sich in einer multivariaten Cox-
Regressionsanalyse mit den Variablen APOBEC3B mRNA, Alter (kontinuierlich), FIGO-
Gruppe (I-II versus III-IV), Residualtumor (keiner versus vorhanden) und TILs (CD3, CD4, 
CD8, PD-1) als unabhängiger Prognosefaktor (HR 0,45; 95%CI 0,20-0,97; P=0,042) 




Die in den vorgestellten Studien untersuchten Biomarker haben zum Teil für sich 
genommen, zum Teil auch in Kombination mit anderen Markern, eine prognostische 
Relevanz bei Patientinnen mit high-grade serösem Ovarialkarzinom. 
Im HGSC zeigte sich HER3 als positiver Prognosefaktor. Patientinnen mit positivem 
HER3 mRNA-Status lebten nahezu doppelt so lange ohne Tumorprogress verglichen mit 
Patientinnen mit negativem HER3 mRNA-Status. HER3 wurde bereits in anderen Studien 
im Ovarialkarzinom untersucht, mit zum Teil divergierenden Ergebnissen.46–48 
Gemeinsam ist diesen Studien die fehlende differenzierte Betrachtung von HER3 in den 
histologischen Subtypen des Ovarialkarzinoms. Da diese aber molekular und klinisch 
unterschiedliche Erkrankungen4 mit einer diversen Expression von Biomarkern sind49, 
kann die fehlende Differenzierung nach histologischen Subtypen die Diskrepanz der 
Ergebnisse erklären.  
Sowohl die triple-negativen, für Progesteron-, Östrogen- und HER2-Rezeptoren 
negativen Mammakarzinome als auch high-grade seröse Ovarialkarzinome zeichnen 
sich durch ein ähnliches Mutationsspektrum mit Mutationen in den 
Tumorsuppressorgenen tp53 und BRCA1/2, einer hohen Anzahl an 
Kopienzahlvariationen (copy-number alterations) und Aberrationen im AKT3 und c-myc 
Weg aus.5 Als basal-like Karzinom werden dabei die Mammakarzinome bezeichnet, die 
zusätzlich CK5/6 exprimieren.  
In der von uns durchgeführten Studie erwies sich die Kombination von CK5/6 und ER-α 
im HGSC als negativer Prognosefaktor mit Signifikanz im Gesamt- und 
progressionsfreiem Überleben. Eine kleine Gruppe von Patientinnen mit einer deutlich 
positiven Expression von CK5/6 und einer negativen ER-α Expression zeichnete sich 
durch das signifikant kürzeste Überleben aus. Corr et al.25 gelangten in ihrer Studie zu 
gleichen Ergebnissen und vermuteten eine Analogie zur Situation im Mammakarzinom, 
in dem das basal-like Karzinom mit Positivität für CK5/6 und Negativität für ER-α eine 
Resistenz gegenüber Chemotherapeutika aufweist. Es wird deshalb vermutet, dass CK5-
positive Zellen im Ovarialkarzinom eine Art Krebsstammzellen mit langsamer 
Proliferation und deshalb Resistenz gegenüber Chemotherapeutika darstellen. Dies ist 
insofern interessant, da an einem Ovarialkarzinom erkrankte Patientinnen zumeist nicht 
am Primarius selbst, sondern am Rezidiv sterben- eben, weil bisherige 
Chemotherapeutika nicht dauerhaft wirksam greifen. 
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Deshalb sollte die Untersuchung nicht nur des primären Tumors, sondern ebenso des 
Rezidiv-Gewebes zunehmend Bestandteil kommender Forschung sein, um die im Verlauf 
der Tumorprogression auftretenden molekulargenetischen Veränderungen zu 
untersuchen und mögliche therapeutische Angriffspunkte zu identifizieren. Genau dieser 
Ansatz wird unter anderem durch unsere Arbeitsgruppe im Rahmen des OCTIPS-
Projekts (http://www.octips.eu/) verfolgt. 
Aufgrund der zu Beginn unspezifischen Symptomatik der Patientinnen und der daraus 
resultierenden Diagnosestellung in einem fortgeschrittenen Tumorstadium kommt der 
Entwicklung von Biomarkern im Ovarialkarzinom eine besondere Bedeutung zu. Vor 
allem etabliert in der Diagnostik ist bisher CA-125, wobei dieser Marker vor allem der 
Verlaufsbeobachtung dient50, da CA-125 auch bei anderen benignen51 und malignen52 
Erkrankungen erhöht sein kann. Außerdem in der Diagnostik genutzt wird der BRCA-
Status, als Hinweis für eine mögliche genetische Prädisposition der Patientin.53 
Dabei spielt nicht nur der Tumor selbst und die genetische Suszeptibilität der Patientin 
eine Rolle, sondern auch die Interaktion des Tumors mit dem umliegenden Gewebe und 
dem Immunsystem. So konnten zahlreiche Studien zeigen, dass bestimmte T-Zell-
Populationen mit einem verbesserten Überleben im Ovarialkarzinom assoziiert sind.37–41 
Die APOBEC-Enzyme sind Teil des Immunsystems und speziell APOBEC3B ist in 
mehreren Tumortypen als Mutationsquelle beschrieben.35 In der von uns durchgeführten 
Studie konnten APOBEC3B mRNA-Level allein, als auch in Kombination mit der 
APOBEC3B-Proteinexpression als positiver Prognosefaktor vor allem für das 
progressionsfreie Überleben identifiziert werden. Zudem zeigte sich eine signifikante 
Korrelation von APOBEC3B mit den TILs, was zu der Vermutung führt, dass ein 
aktiviertes Immunsystem das Überleben bei Patientinnen mit HGSC positiv beeinflusst. 
In einer ebenfalls veröffentlichten Studie von Leonard et al.54 konnte neben der 
Korrelation von APOBEC3B mit den TILs eine stärkere Korrelation von APOBEC3G mit 
den TILs und ein größerer Einfluss von APOBEC3G auf das Überleben gezeigt werden. 
Welches APOBEC-Enzym im HSGC prognostisch wertvoll ist und inwieweit dies 
überhaupt einen Stellenwert im Ovarialkarzinom hat, bleibt abzuwarten. Denn von einem 
robusten Prognosefaktor ist bei nur einem signifikanten Cut-off-Wert und aktuell 
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